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Detektion von Niikleinsaure-Amplif ikaten 



Die vorliegende Patentanmeldung betrifft insbesondere Verfahren 
zur Amplif ikation und quantitativen Echtzeitdetektion von Nu- 
kleinsauren sowie Kits zur Durchfiihrung der Verfahren. 

5 Zur Vervielf altigung von Desoxyribonucleinsauren (DNA) oder 

Ribonucleinsauren (RNA) wurden bislang verschiedene Nukleinsaure- 

Amplif ikationstechniken (NAT), wie zum Beispiel Polymerase- 

Kettenreaktion (PGR) oder Nucleic Acid Sequence-Based Amplif ica- 
® 

txon (NASBA ), entwickelt . Auf diesen Amplif ikationstechniken 
fclO basierende Assays werden beispielsweise fiir den hochsensitiven 

•achweis und/oder die Quantif izierung von Erregern im medizi- 
isch-diagnostischen Bereich eingesetzt . 



DNA-Amplif ikationstechniken wie PGR fiihren zur Erzeugung groBer 
15 Mengen amplif izierter Target-DNA (oder iiber einen initialen 
Reverse Transkriptase-Schritt zu amplif izierter RNA) . Ublicher- 
weise werden die Amplif ikationsprodukte nach einer definierten 
Zeit mit Hilfe von Post-Amplif ikationsmethoden - im allgemeinen 
durch Hybridisierung - nachgewiesen ( Endpunktanalyse ) . 



20 



Gemafi einem neuen Ansatz - "TaqMan " - zur quantitativen PGR wird 
Fluorescence Resonance Transfer (FRET; vgl . Heid et al . , Genome 
Res. 6 (1996) 986-994) mit doppelt f luoreszenzmarkierten DNA- 
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Sonden zur Echtzeitdetektion der DNA-Amplif ikation vorgeschla- 

gen). Ein Nachteil dieser Methode ist, daB die Sonde am Target 

haften bleibt, bis sie durch die 5 ' -Exonuklease-Aktivitat der Taq 

DNA- Polymerase entfernt wird . Die Stringenz ist aufgrund des 

5 Tempera turprofils der PGR nur sehr schwer kontrollierbar , und die 

Losung dieses Problems durch entsprechende Sondenkonstruktion ist 

nur unter grofiem Aufwand denkbar. Ein weiterer Nachteil des 
® 

TaqMan jist dxe Erzeugung exnes aquimolaren Signals, d.h., daJ5 
pro Amplif ikationszyklus nur ein Sondenmolekiil pro amplif iziertem 
0 DNA Target-Molekiil gespalten wird, was ein vergleichsweise 
schwaches Signal zur Folge hat. 

' (g) 

ei NASBA handelt es sich - im Gegensatz zur thermozyklischen 
PGR - um eine homogene, isotherme In vitro Amplif ikation (vgl. 
z.B. T. Kievits et al, J, Vir. Meth. 35 (1991) 273-286 ), EP 0 329 
822 sowie R. Sooknanan et al . in "Molecular Methods for Virus 
Detection", D.L. Wiedbrauk und D.H. Farkas (Ed.), Academic Press 
1995, Kapitel 12, 251-285). Gegeniiber anderen Amplif ikations- 
verfahren weisen die NASBA und andere isotherme Reaktionen den 
Vorteil auf , daJ5 sie ohne besonderen technischen Aufwand 
durchgefiihrt werden konnen, da die Amplif ikation bei einem 
einzigen Temperaturwert erfolgt und diese Reaktionsbedingungen 
wahrend des gesamten Prozesses beibehalten werden. Damit verkiirzt 
nicht auch die Dauer jedes Amplif ikationsschrittes . In Verbindung 
t der z.B. im Vergleich zur PGR hohen Amplif ikationseffizienz 
erden so mit Hilfe der NASBA und anderer isothermer Amplifika- 
tionstechniken hohe Amplif ikat-Konzentrationen in kurzer Zeit 
erreicht. Ein weiterer Vorteil der NASBA gegeniiber der PGR 
ergibt sich aus der selektiven Nachweismoglichkeit von RNA. Dies 
spielt insbesondere im Zusammenhang mit der Amplif ikation bzw. 
Quantif izierung von zellularer mRNA eine Rolle, bei der mogliche 
zellulare DNA-Kontaminationen vermieden werden konnen. 



Ein Nachteil der NASBA und anderer isothermer Amplif ikations- 
5 strategien ist jedoch, dafi eine Echtzeitdeketion mit Hilfe von 
Fluoreszenz wie bei dem auf PGR basierenden TaqMan (Perkin 
Elmer) oder Light-Gycler (Roche Diagnostics) nicht moglich ist. 



• ••••••••••••••• 

Die in diesem Zusaminenhang vorgeschlagene Endpunktanalyse zur 
Quantif izierung ist mit Schwierigkeiten verbunden, da im Falle 
des Nachweises untreschiedlicher Target-RNA-Konzentrationen 
manche Proben bereits das Sattigungsniveau ( Plateauphase ) 
5 erreicht haben konnen, wahrend sich andere Proben noch in der 
Phase steigender Amplif ikat-Konzentrationen befinden (vgl. auch 
Heid et al . , a.a.O.). Ferner ist diese Endpunktsanalyse aufgrund 
zusatzlicher Arbeitsschritte nach der erf olgten RNA-Amplif ikation 
aufwendiger und zeitintensiver . Aufgrund des Erf ordernisses , die 
10 Reaktionsgef ai3e fiir die Quantif izierungsschritte zu offnen, 
_ besteht auBerdem das Risiko einer Kreuzkontamination hoch- 
^^^^mplif izierter RNA- und DNA-Targets . 

Von Leone et al. (Nucleic Acids Research 26 (1998) 2150-2155) 
15 wurde ein Ansatz zur Echtzextdetektion von NASBA^-amplif izierter 
RNA vorgeschlagen, bei dem man eine zweifach f luoreszenzmarkierte 
DNA-Sonde verwendet . Im Gegensatz zum PCR-Verf ahren (vgl. Heid 
et al . , a.a.O.) haftet die Sonde am Target an und wird bei der 
Amplif ikationsreaktion nicht entfernt. Dies fiihrt zu potentiellen 

2 0 Komplikationen, da die DNA-Sonden wahrend der friihen Amplif ika- 
tionsstufen mit der Bindung an die ersten Antisense-RNA-Am- 
plifikate interf erieren konnen, was zum RNase H-Abbau und damit 
zu Eliminierung von RNA-Substraten und in der Folge zu einer 

^^■^ehlerhaf ten Konzentrationsbestimmung fiihren kann . Die Genau- 
^^^Hgkeit der quantitativen Target-Bestimmung hangt ferner in 
entscheidendem Mali von der Menge der zugesetzten Sonde ab. 

Das von Leone et al. vorgeschlagene System erlaubt allerdings nur 
eine sehr schlechte Quantif izierung , unabhangig davon, ob man die 

3 0 bevorzugte Auswertung auf Basis des Schwellenwerts (vgl, Leone 

et al . , Figur 7; Kurven fiir 100 fg und 1 pg iiberlappen zu Beginn) 
Oder nach Erreichen des Plateaus (vgl. Leone et al . , Figur 7; 
Kurven fiir 1 pg und 10 pg iiberlappen am Ende) durchfiihrt. 

35 Ferner ist nur eine sehr geringe Stringenz moglich, da die Sonde 
am Target haften bleibt und die isotherme Reaktion bei relativ 
geringer Temperatur (41*^ C) erfolgt, was ein hohes Risiko falsch 




positiver Ergebnisse zur Folge hat. Of f ensichtlich konnte, 
abhangig von der Sonde, ein maximales Signal sogar bei geringeren 
Temperaturen erhalten warden (vgl. Leone et al,, Figur 1), aber 
aufgrund der gewahlten Versuchsdurchf tihrung hatte dies ein 
5 zusatzliches Risiko fiir falsch positive Resultate zur Folge. Wie 
im Rahmen weiterer Untersuchungen anhand des von Leone et al. 
vorgeschlagenen Protokolls festgestellt wurde, variiert die 
optimale Temperatur fiir die Hybridiserung des Fluoreszenzmarkers 
in Abhangigkeit von der Lange bzw. der Sequenz des hybridi- 
10 sierenden Target-Abschnitts . 

^^^^ufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren 
^^^Pur Echtzeitdetektion von Nukleinsauren, insbesondere von RNA, 

zur Verfiigung zu stellen, das die Nachteile der im Stand der 
15 Technik bekannten Methoden, insbesondere des Verfahrens von Leone 

et al . , vermeidet und fiir Routineanwendungen geeignet ist. 

Erf indungsgemaii wird die Aufgabe durch Verfahren nach den 
Anspriichen 1 bis 5 gelost. 

20 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 
Amplif ikation und quantitativen Echtzeitdetektion von Nukleinsau- 
ren, bei dem man 

a) einen Primer veirwendet, an den eine Nukleinsaure- 
Sequenz, vorzugsweise mit einer Lange von 1 bis 4 0 
Nukleotiden, angehangt ist, der fiir das Sequenzmotiv 
5'-GAAA-3' (Motiv A) im Transkript kodiert, wobei man 

die Amplif ikation in Gegenwart eines Uberschusses , 
vorzugsweise in einer Konzentration von 50 bis 500 nM, 
einer Nukleinsaure-Sonde , vorzugsweise mit einer Lange 
von 25 bis 60 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv 
B) enthalt, durchfiihrt, wobei an jedes Sondenmolekiil 
ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, und man 



30 b) 



35 
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c) die urspriingliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der 
Fluoreszenz wahrend der Amplif ikation bestimmt, wobei 
man die relative Konzentration »c^ei.« nach folgender 
5 Formel bestimmt: 

wobei 

tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis ziim 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht und 

15 t^ef. der fiir eine Ref erenz-Nukleinsaure bekannter 

Konzentration ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht. 




20 Bei dem erf indungsgemaiien Verfahren, das aufgrund des iiber den 
Primer eingefiihrten bzw. an die Nukleinsaureamplif ikate angehang- 
ten Sequenzmotivs A und des in der Sonde verwendeten Motivs B die 
Bildung eines Hammerkopf -Ribozyms ermoglicht, kommt .es zur 
^^^Spaltung der Sonde und damit zur Erzeugung eines Fluoreszenzsi- 
^^^Bials . Das erf indungsgemaBe Prinzip ist schematisch in Fig, 1 
(sowie Fig. 2 bis 16) dargestellt. Erf indungsgemafi ist es 
selbstverstandlich moglich, Sequenzen auszunutzen, die anstelle 
des Hammerkopf -Ribozyms zur Ausbildung anderer, kleinerer 
Ribozyme (z.B. des "Hairpin-Ribozyms " oder des "Hepatitis Delta") 
30 geeignet sind. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich besonders zur 
Quantif izierung von RNA, DNA oder RNA/DNA-Chimaren (d.h. Ribo- 
und Desoxyribonukleotiden enthaltenden Nukleinsauren ) , die als 
35 "Target-Nukleinsaure '* bezeichnet werden, wobei gegebenenf alls 
eine dem Verfahren vorgeschaltete Auf schmelzung doppelstrangiger 
Nukleinsauren zum Erhalt von Einzelstrangen erforderlich ist. 



• 
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Bei den im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten Am- 
plif ikationsverf ahren handelt es sich vorzugsweise um um 
isotherme Amplif ikationsverf ahren wie NASBA®, Transcription 
Mediated Amplification (TMA; vgl . z.B. M. Hirose et al., J. Clin. 
5 Microbiol, 36 (1998) 3122-6) Oder Self -sustained Sequence 
Replication (3SR; vgl. E. Fahy et al. in PGR Methods and 
Applications, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1991, 25-33) 
Oder um cyclische Amplif ikationsverf ahren wie z.B. PGR. 

10 Soweit hierin nichts anderes angegeben ist kann es sich bei den 
^ Nukleotiden A, C and G jeweils um Ribonukleotide (rNTP) oder 

•esoxyribonukleotide (dNTP) handeln. "N" kann fiir ein beliebiges 
ibo- Oder Desoxyribonukleotid stehen. Im Falle von RNA/DNA- 
Chimaren (d.h. Oligonukleotiden , die sowohl Ribo- als auch Desox- 
15 yribonukleotide enthalten) sind die obligatorischen Ribonukleoti- 
de mit dem Prafix "r" versehen (d.h. rA, rC, rG) bzw. U. Die 
Sequenzmotive A und B der Sonden konnen somit entweder aus- 
schlieJilich aus Ribonukleotiden (RNA-Sonde) bestehen oder 
RNA/DNA-Chimare sein. Beim Motiv A ist es jedoch erf orderlich, 
20 daJ3 am 3'-Ende in jedem Fall das Ribonukleotid Adenin (rA) 
eingesetzt wird (d.h. 5 ' -GAA( rA) -3 ' ) . Beim Motiv B ( 5 ' -CUGANGA- 
5') ist es erf orderlich, dafl Guanin als Ribonukleotid vorliegt 
und Adenin am 3'-Ende ebenfalls ein Ribonukleotid (rA) ist (d.h. 
1^^^' -CU(rG)AN(rG) (rA)-3' ) , U kann gegebenenf alls durch T ausge- 
^^^^uscht sein . 

Unter "Fluoreszenz-Schwellenwert " wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein Fluoreszenz-Wert verstanden, der um den Faktor 5-10 
iiber der unter vergleichbaren Bedingungen (d.h. Reaktionsmischung 
30 ohne Target- oder Ref erenz-Nukleinsaure ) gemessenen Hintergrund- 
schwankung liegt . 

Die Zeit tp entspricht derjenigen Zeit, die nach Start der 
Amplif ikationsreaktion vergeht, bis soviele Amplifikate der 
35 Target-Nukleinsaure gebildet sind, daB der Fluoreszent-Schwellen- 
wert ( Schwellenwert ) erreicht ist. 




Die Zeit t^^f^ entspricht derjenigen Zeit, die nach Start der 
Amplif ikationsreaktion vergeht, bis ausgehend von einer Referenz- 
Nukleinsaure bekannter Konzentration soviele Amplif ikate gebildet 
sind, dai3 der Schwellenwert erreicht ist- Die Ref erenznukleinsau- 
5 re sollte in ihrer Nukleinsauresequenz nur geringfiigig von der 
Target-Nukleinsauresequenz abweichen, damit eine moglichst genaue 
Quantif izierung erreicht wird. 

Um die Konzentration der Target-Nukleinsaure moglichst exakt 
10 bestimmen zu konnen miiit man vorzugsweise mehrere t^Qf^-Werte fiir 
^ Ref erenz-Nukleinsauren unterschiedlicher Konzentration, so daB 

•pr gemessene tp-Wert moglichst zwischen zwei t^Qf ^-Meiipunkten 
iegt und somit eine bestimmte Konzentration zugeordnet werden 
kann. Vorzugsweise miiit man drei t^^f.-Werte fiir eine Referenz- 
15 Nukleinsaure bei drei unterschiedlichen Konzentrationen und 
ermittelt die sich daraus ergebende MeBkurve (Eichkurve)* Die 
Target-Nukleinsaure unbekannter Konzentration kann anschlieBend 
durch Bestiimnung des tp-Wertes durch Vergleich mit der Eichkurve 
bestimmt werden. 

20 

Gemai3 einer besonderen Ausf iihrungsf orm der Erfindung wird das 
Verfahren durchgef vihrt , indem man die Target-Nukleinsaure in 
gleichzeitiger Anwesenheit einer oder mehrerer, vorzugsweise von . 
i^^^rei Ref erenz-Nukleinsauren bekannter Konzentration durchfuhrt, 
^^^^d zur Detektion verschiedene sequenzspezif ische , fluoreszenz- 
^^^larkierte Sonden verwendet, die ein unterschiedliches Fluo- 
reszenzsignal erzeugen. Die Sequenzen der Ref erenz-Nukleinsauren 
in einem Amplif ikationsansatz unterscheiden sich nur geringfiigig 
voneinander und sollten Varianten der Target-Nukleinsaure sein. 
30 Auf diese Weise konnen in einem Reaktionsansatz die tp- und t^ef.- 
Werte gleichzeitig bestimmt und somit ohne zusatzlichen Arbeits- 
aufwand die Konzentration (c^e^^J der Target-Nukleinsaure bestimmt. 
werden (sogen. "Multiplexing"; vgl . auch US 5,837,501). 

35 Anstelle der Verwendung eines das Sequenzmotiv A enthaltenen 
Primers und einer das Sequenzmotiv B enthaltenden Sonde ist auch 
die umgekehrte Kombination gleichermafien geeignet, d,h. die 
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Kombination aus einem das Motiv B enthaltenden Primer und einer 
das Motiv A enthaltenden Sonde. 

Als Reporter kommen praktisch alle Fluoreszenz-Farbstof f e und 
5 insbesondere die in Tab. 17 angegebenen Farbstoffe (vor allem 
FAM^ HEX, TET, ALEXA, Texas Red, Light Cycler Red, IRD 700, CY-7, 
IRD 41 Oder La Jolla Blue (TIB MOLBIOL) in Frage . Vorzugsweise 
handelt es sich bei den Reporter-Farbstof en uin Substanzen mit 
hohem Fluoreszenzsignal (d.h. hoher "Lichtausbeute ) bei geringem 
10 "Photobleaching" . 

I 

Is Quencher konnen Farbstoffe eingesetzt werden, die bei 
ellenlangen > ca . 500 nm absorbieren. Unter den in Frage 
kominenden Substanzen sind TAMRA, LCR, CY-5 Oder DABCYL bevorzugt. 

15 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Reporter/Quencher- 
Kombinationen bevorzugt, die eine Anregung bei ca . 4 90 nm und 
eine Emission bei < ca . 650 nm (TaqMan® SDS 7700, Perkin Elmer) 
Oder '< 7 00 (Light Cycler, Boehringer) gestatten. Die Fluoreszenz 
20 kann praktisch mit jedem handelsiiblichen Fluorimeter gemessen 
werden . 




m 



Beim Multiplexing bietet sich die Kombination des universellen 
Quenchers DABCYL mit Reporter-Farbstof fen wie Coumarin (emit- 
^Lerte Fluoreszenz bei 475 nm), FAM (emittierte Fluoreszenz bei 
15 nm) , BODIPY (emittierte Fluoreszenz bei 525 nm) , TAMRA (emit- 
tierte Fluoreszenz bei 575 nm) , Texas Red (emittierte Fluoreszenz 
bei 615 nm) , CY-5 (emittierte Fluoreszenz bei 674 nm) usw. an 
(vgl, z.B. S. Tyagi et al . , Nature Biotech. 16 (1998) 49-53). 
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Sollte die zu amplif izierende Nukleinsaure bereits die Sequenzmo- 
tive 5'-GAAA-3' Oder 5 ' -CUGANGA-3 ' ( "Ribozym-Motive" ) enthalten, 
kann das Verfahren zur Amplif ikation und quantitativen Echt- 
zeitdetektion erf indungsgemaB ebenfalls durchgefiihrt werden, 
35 wobei - auf grund des bereits in der Target-Nukleinsaure enthalte- 
nen Ribozym-Motivs - unmarkierte Primer einsetzt werden, d.h. 
Primer, an die Motiv A oder Motiv B nicht angehangt sind. Die 




Detektion erfolgt schliefilich , indem man die Nukleinsaure- 
Amplif ikation - vorzugsweise NASBA , TMA, 3SR oder PGR - in 
Gegenwart eines Uberschusses einer Sonde durchfiihrt, die das 
jeweils zuin in der Target-Nukleinsaure enthaltenen Ribozym-Motiv 
5 "komlementare" Motiv enthalt. Unter "komplementares Motiv" wird 
im Ralimen der vorliegenden Erfindung ein Motiv verstanden, das - 
abhangig von dem in der Target-RNA enthaltenen Ribozym-Motivs 
(5'-GAAA-3' Oder 5 ' -CUGANGA-3 ' ) zur Ausbildung einer Hammerkopf - 
Ribozym-Struktur (Hammerhead-Ribozym) erf orderlich ist . 

10 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 

*tnplifikation und quantitativen Echtzeitdetektion einer das 
equenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) oder einer das Sequenzmotiv 5'- 
CUGANGA-3' (Motiv B) enthaltenden Nukleinsaure , bei dem man 

die Sequenzen der verwendeten Primer so wahlt, dai5 der 
Sequenzbereich der Nukleinsaure , der fiir das Motiv A im 
Transkript kodiert, amplif iziert wird, wobei man 

die Amplif ikation in Gegenwart eines Uberschusses, 
vorzugsweise in einer Konzentration von 50 bis 500 nM, 
einer Nukleinsaure-Sonde , vorzugsweise rriit einer Lange 
von 25 bis 5 0 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv 
B) Oder das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) enthalt, 
durchfiihrt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein Reporter- 
Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt sind, und 
man 

die u,rsprungliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der 
Fluoreszenz wahrend der Amplif ikation bestimmt, wobei 
man die relative Konzentration »c^qiji nach folgender 
Formel bestimmt : 



20 b) 




30 c) 



wobei 



tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
5 Zeit entspricht und 

tftef. der fiir eine Ref erenz-Nukleinsaure bekannter 
Konzentration ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
10 Zeit entspricht. 

^^^^t dem erf indungsgemafien Verfahren ist somit erstmals eine 

^P^iantitative Echtzeitdetektion von Nukleinsauren (d.h, RNA, DNA 
Oder RNA-DNA-Chimaren) im Rahmen einer isothermen Nukleinsauream- 
15 plifikation, z.B. mittels NASBA®, TMA Oder 3SR, moglich. Im Falle 
der NASBA werden insbesondere die dem System von Leone et al. 
(a.a.O.) anhaftenden Probleme umgangen . Ferner kommt es nicht zu 
einer moglichen Konkurrenz zwischen Detektion und Amplif ikation , 
da die Sonde - eine RNA-Substratsonde - nicht am Target haften 

20 bleibt sondern abgespalten und f reigesetzt wird , wodurch ein 
nachweisbares Signal erzeugt wird. Ferner ist von Vorteil, daJ3 
RNase H die Target-RNA im Hybrid aus RNA-Substratsonde und RNA- 
Target nicht abbauen kann . Ferner ist die Menge der RNA-Sub- 
i^^^tratsonde nicht kritisch, und sie kann in einem sehr hohen 

^^^^jerschuB, wie z.B. 500 nM gegeniiber 2 nM Ribozym-Target oder 

^^^,066 nM Ribozym, eingesetzt werden. 

Gegeniiber den auf der PCR-basierenden Echtzeitverf ahren wie 
TaqMan® oder Light Cycler® weist das erf indungsgema/3e Verfahren 

30 unter isothermen wie unter cyclischen Tempera turbedingungen (PGR) 
ebenfalls Vorteile auf. Aufgrund der Moglichkeit, im Rahmen eines 
Amplif ikationsschrittes mehrere Sonden zu spalten, kann ein 
vergleichsweise hoheres Signal generiert werden. Dieses fiihrt zu 
einer hoheren Sensitivitat der Reaktion und zu einer verkiirzten 

35 Reaktionszeit . Zudem ist die Signalgenerierung aufgrund der 
enzymatischen Spaltung grundsatzlich steuerbar. Ein weiterer 
Vorteil des beschriebenen Verfahrens liegt in der hohen Spezifi- 




tat der Reaktion, da nur eine exakte Hybridisierung der Sonde mit 
der Zielsequenz zum Spaltungsprozefi und damit ziuti Entstehen eines 
signif ikanten Signals fiihrt, ferner ist insbesondere im Vergleich 
zum TaqMan keine aufwendige Sondenkonstruktion notwendig, da 
5 sich die Sonde nach jedem SpaltungsprozeB von der Zielsequenz 
lost. Ein weiterer Vorteil des beschriebenen Verfahrens besteht 
in der Moglichkeit des Multiplexing 

Das erf indungsgemaiie Verf ahren erlaubt auf grund der enzymatischen 
10 Spaltung der Sonde eine sehr gute und exakte lineare Quantifizie- 
^ rung. Im erf indungsgemaBen Ribozym-System erzeugt die Hybridis- 

•erung selbst nur ein sehr schwaches Signal, wahrend jedes in der 
mplif izierten Nukleinsaure vorhandene Ribozym eine Vielzahl von 
Nukleinsaure-Substratsonden spaltet. Diese weitere Amplif ikation 
15 ist sehr spezif isch und erfordert das Vorliegen einer vollstandig 
hybridisierenden Sequenz (vgl. Singh et al,, Antisense and 
Nucleic Acid Drug Dev. 6 (1996) 165-168). Ohne das Risiko, falsch 
positive Resultate zu erhalten, konnen Temperatur und sonstige 
Reaktionsbedingungen optimiert werden, urn zu einem maximalen 
20 Fluoreszenzsignal zu kommen . Beispielsweise konnen synthetische 
Peptide (vgl. Mliller et al . , J. Mol . Biol. 242 (1994) 422-429), 
CTAB (Nedbal et al.. Biochemistry 36 (1997) 13552-7) oder GAP-DH 
(Sioud et al., J. Mol. Biol. 257 (1995) 775-789) zugesetzt 
^^^j^erden, die die Effizienz, wie z.B. die Hybridisierungsgeschwin- 
^^^HtLgkeit, und die Spezif itat der Target-Erkennung erhohen konnen. 

Gegeniiber den im Stiiid der Technik angewandten oder vorgeschlage- 
nen Amplif ikationsverf ahren mit Target-Quantif izierung konnen 
durch die vorliegende Erfindung die Stabilitat der RNA-Sonde 

30 erhoht und deren Kosten gleichzeitig reduziert werden . So ist es 
z.B. moglich, nahezu alle, bei der chemischen Synthese teuereren 
Ribonukleotide durdih 2 ' -Desoxyribonukleotide zu ersetzen, die 
billiger und gegeniiber Abbau (durch langerf ristige Lagerung, 
Einwirkung von Nukleasen, Metallionen wie Magnesium, sowie Hitze 

35 usw.; vgl. Bratty et al . , Biochim. Biophys . Acta 1216 (1993) 345- 
359) stabiler sind. 



Im Hinblick auf eine Verbesserung der allgemeinen Ribozym- 
Struktur und Ef f izienz des Verfahrens sind unter anderem folgende 
Modif ikationen inoglich: 

5 Urn die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhohen, d.h. um mehr Signale 
bezogen auf die Anzahl amplif izierter Nukleinsaure-Molekiile zu 
erzeugen, sollte auf den Spaltungsort des Ribozyms die Sequenz 
UA folgen (vgl. Clouet-d ' Orval et al . , Biochemistry 36 (1997) 
9087-9092). Ferner sollte die Position X (vgl. Figur 4B) die 
10 modif izierte Base Pyridin-4-on (vgl. Burgin et al.. Biochemistry 
I 35 (1996) 14090-14097) enthalten, was ebenfalls zu einer Erhohung 
ler Reaktionsgeschwindigkeit der Detektionsstuf e fiihrt. 




Durch das Ersetzen der meisten Ribonukleotide durch Desoxy- 
15 ribonukleotide konnen die Kosten fiir eine RNA-Sonde um bis das 
lOfache gesenkt werden. An vier Positionen sind Ribonukleotide 
jedoch essentiell, die z.B. in Fig. 2B, 4B, 15 und 16 mit "r" 
gekennzeichnet sind (vgl. Byang et al.. Biochemistry 31 (1992) 
5005-5009). In den. hierin vorhandenen Tabellen werden zur 
20 Unterscheidung von Desoxy- und Ribonukleotiden ferner GroBbuch- 
staben (fiir dNTPs ) und Kleinbuchstaben (fiir rNTPs ) verwendet . 



i^^i 



Ferner hat sich gezeigt, daB chimare DNA/RNA Hammerkopf -Ribozyme 
gine erhohte katalytische Effizient und Stabilitat aufweisen 
R. Taylor et al.. Nucleic Acids Research 20 (1992) 4559-4565). 
ieses Prinzip kann man erf indungsgema/3 insbesondere fur 
Amplif ikationsverfahren wie z.B. PGR ausnutzen, die bei hoheren 
Temperaturen oder bei cyclischen Temperaturprof ilen durchgefiihrt 
werden . 
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Zusatze wie z.B. das Protein GAP-DH (vgl. Sioud et al . , J. Mol . 
Biol. 257 (1996) 775-789), kurze synthetische Peptide, die vom 
Viral coat protein (vgl. Miiller et al., J. Mol. Biol. 242 (1994) 
422-429) abgeleitet sind oder die chemische Substanz CTAB (Netbal 
35 et al./ Biochemistry 36 (1997) 13552-13557) sind geeignet, die 
Ef fektivitat des Verfahrens im Hinblick auf das Auffinden von in 
groBen Nukleinsaure-Strukturen " versteckten " Targets, d.h. 




Ribozym-Motiven , zu erhohen . 

Auf Basis der vorliegenden Erfindung ist es erstmals moglich, 
mehrere verschiedene Targets simultan durch Verwendung ent- 
5 sprechender Ribozym-Sonden mit unterschiedlichen Reporter- 
Farbstoffen nachzuweisen . Dabei sind Sequenz-spezif ische Sonden 
erf orderlich, die selektiv an den jeweils nachzuweisenden Target- 
Nukleinsauren anhaften und bei Ribozym-Spaltung Fluoreszenz- 
Signale unterschiedlicher Wellenlange erzeugen . Beispielsweise 
10 ist es moglich, den Quencher DABCYL mit Reporter-Farbstof f en , wie 
^ z.B. Cumarin ( Fluoreszenzemission bei 475 rnn) , FAM (Fluoreszenz- 
^^^Hiission bei 515 nm), BODIPY (Fluoreszenzemission bei 525 rnn), 
^^^P^MRA (Fluoreszenzemission bei 575 nm) , Texas red (615 nm) , CY-5 
(67 4 mn) usw., zu kombinieren (vgl. Tyagi et al.^ Nature Biotech. 
15 16 (1998) 49-53). Mit diesem sogenannten "Multiplexing" ist es 
somit moglich, innerhalb eines Reaktionsansatzes gleichzeitig 
eine Target-RNA sowie mehrere Ref erenzproben bekannter Konzen- 
tration, deren Sequenzen sich im Primer-bindenden Abschnitt 
jeweils geringfiigig voneinander unterscheiden , zu amplif izieren , 
20 wobei durch Sequenz-spezif ische Sonden, die unterschiedliche 
Reporter/Quencher-Kombinationen tragen, eine Quantif izierung 
erfolgen kann^ ohne dai5 getrennte Amplif ikationen und Fluo- 
reszenzmessungen mit den RNA-Ref erenzproben durchgefiihrt werden 
^ liissen. 



m 



ie vorliegende Erfindung betrifft ferner einen Kit zur Durch- 
fiihrung der oben genannten Verfahren, der entweder 

a) einen Amplif ikationsprimer, an den eine Nukleinsaure- 
30 Sequenz, vorzugsweise mit einer Lange von 1 bis 40 

Nukleotiden, angehangt ist, die fiir das Sequenzmotiv 
5'-GAAA-3' (Oder 5 ' -CUGANGA-3 ' ) im Transkript kodiert, 

b) einen weiteren Amplif ikationsprimer , 

c) Enzyme und Reagenzien zur Durchfiihrung der Amplif ika- 
35 tionsreaktion , 

d) eine Nukleinsaure-Sonde , vorzugsweise mit einer Lange 
von 25 bis 60 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
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Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (oder 
5'-GAAA-3') enthalt, wobei an jedes Sonderunolekiil ein 
Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, sowie gegebenenf alls 
5 e) fiir die Durchftihrung der Reaktion erf orderliche Cerate 

und Hilfsmittel umfaiit, 

Oder 




10 a) zwei Amplif ikationsprimer , 

^ b) Enzyme zur Durchfiihrung der Amplif ikation, 

c) eine Nukleinsaure-Sonde vorzugsweise mit einer Lange 
von 25 bis 60 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
Nukleotide ) , die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' ( oder 

15 5'-GAAA-3') enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein 

Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, sowie gegebenenf alls 

d) fiir die Durchfiihrung der Reaktion erf orderliche Gerate 
und Hilfsmittel 



20 



umf aBt . 

Gema/3 einem Teilaspekt der vorliegenden Erf indung werden erstmals 
gin Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren sowie Kits zur 
rchfiihrung des Verfahrens zur Verfiigung gestellt. 



Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis 
von Nukleinsauren, die das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) oder 
das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv B) enthalten, bei dem man 

30 eine die Nukleinsaure enthaltende Probe mit einer Sonde 
vorzugsweise mit einer Lange von 25 bis 60 Nukleotiden (besonders 
bevorzugt etwa 5 0 Nukleotide) in Kontakt bringt, die das Sequenz- 
motiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv B) oder das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' 
(Motiv A) enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein Reporter- 

35 Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt sind, wobei die Sonde 
eine zur Hybridisierung mit der nachzuweisenden Nukleinsaure 
geeignete Sequenz aufweisen muJ3 und man die Nukleinsaure durch 



• • • 
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Erhalt eines der Wahl der Reporter- und Quencher-Molekiile 
entsprechendes Fluoreszenzsignals nachweist . 

Ein erf indungsgemaBer Kit zur Durchf iihrung dieses Nachweisver- 
5 f ahrens umf aBt neben zur Durchfiihrung der Reaktion erf orderlichen 
Losungsmittel und Reagenzien eine Sonde, vorzugsweise mit einer 
Lange von 25 bis 60 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv B) Oder 
das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) enthalt, wobei an jedes 
10 Sondenmolekiil ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Mo lekiil 
(s.o.) angehangt sind, wobei die Sonde eine zur Hybridisierung 
lit der nachzuweisenden Nukleinsaure geeignete Sequenz aufweist. 




Fiir den Fall, dai3 die Target-Nukleinsauren keines der Sequenzmo- 
15 tive A Oder B enthalten, kann die Nukleinsaure nachgewiesen 
werden, indem eines der Motive z.B. durch Nukleinsaureamplif ika- 
tion unter Verwendung eines oben genannten Primers eingefiihrt 
wird, Zur Detektion ist eine entsprechende doppelt fluoreszenz- 
markierte Sonde (s.o.) erf orderlich , die ein zur Ribozym-Bildung 
20 geeignetes Sequenzmotiv enthalt . 

Mit den erf indungsgemaiJen Verfahren und Kits wird - mit oder ohne 

Einsatz einer Nukleinsaure-Amplif ikation - eine neue Methode zum 
i|^^Erreger-Nachweis zur Verfiigung gestellt. Wie im folgenden 
^^^mgegeben enthalt beispielsweise die 16S rRNA vieler Erreger- 
^^^pezies bereits natiirlicherweise ein 5'-GAAA-3' Ribozym-Motiv, 

das zur Bildung des Hammerkopf -Ribozyms ausgenutzt werden kann. 

Falls die Nukleinsauren der Erreger keine zur Ausbildung von 

Ribozymen geeignete Sequenzmotive enthalten konnen diese, wie 
30 oben angegeben, im Rahmen der Amplif ikationsstuf en durch 

Verwendung entsprechender Primer eingefiihrt bzw. "addiert" 

werden . 
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen und 
Figuren naher erlautert . 

Beschreibung dei: Ficruren; 

5 

(S) 

Fig. 1: Allgemeines Schema der NASBA kombiniert mit Ribozymen 
zur Echtzeitdetektion . 

Ribozym-Motiv innerhalb eines der zwei Primer. Es ist nur eine 
Moglichkeit gezeigt, bei der sich das Ribozym-Motiv am 3 ' -Ende 
10 der amplif izierten RNA befindet. Die RNA Substrat-Sonde ist 
^^^^it einem Fluorezenzf arbstof f en markiert, dem Reporter (Kreis) 
^^^Bnd einem Quencher (Dreieck). In der intakten Sonde fiihrt die 
^^^^f f iziente Wechselwirkung beider Labels zum "FRET" or Quen- 
ching, d.h. zu keinem (or nur sehr schwachem) Reporter-Signal 
15 ( leerer Kreis). Das Ribozym spaltet viele Sonden-Molekiile . In 
der gespaltenen Sonde werden beide Labels getrennt, und es 
wird ein starkes Reporter-Signal erzeugt (gefiillte Kreise). 

Fig. 2: A: Allgemeine Struktur von Hammerkopf -Ribozymen . Es 
20 sind nur konservierte Nukleotide mit entsprechenden buchstaben 
bezeichnet, alle nicht-konservierten Positionen sind mit N 
angegeben . Die Lange der hybridisierenden Arme konnen den 
^ jeweiligen Erf ordernissen angepafit werden. Drei Orte moglicher 

•airpin-Schleif en sind durch gepunktete Linien dargestellt. 
ie Polaritat (5'-3' Richtung) ist nur fiir den gespaltenen Ab- 
schnitt angegeben. B: Entspricht Fig. 2A, wobei die Positio- 
nen, an denen vorzugsweise Ribonukleotide eingesetzt werden 
mit dem Prafix "r" versehen sind, die iibrigen Nukleotide 
konnen jeweils entweder Ribo- oder Desoxyribonukleotide sein. 

30 

Fig. 3: Eine Moglichkeit zur Aufspaltung eines minimalen 
Ribozyms und einer Nukleinsaure-Substrat-Sonde . Das konser- 
vierte Ribozym-Motiv wurde auf GAAA verkiirzt. 

35 Fig. 4: A: Basierend auf der in Fig. 3 dargestellten Moglich- 
keit ist eine amplif izierte Nukleinsaure (dicke Linie) mit dem 
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minimalen Ribozym-Motiv gezeigt. Die Nukleinsaure Substrat- 
Sonde enthalt Reporter und Quencher (einige wenige Moglichkei- 
ten sind unten angegeben) an beiden Enden, sie konnen aber 
auch mit anderen Positionen verkniipft werden . B: Entspricht 
5 Fig. 4A, wobei die Positionen, an denen vorzugsweise Ribonu- 
kleotide eingesetzt werden mit dem Prafix "r" versehen sind, 
die iibrigen Nukleotide konnen jeweils entweder Ribo- oder 
Desoxyribonukleotide sein. 



10 




20 



Fig. 5: Eine weitere Moglichkeit zur Aufspaltung einer Nu- 
kleinsaure-Substrat-Sonde . Das konservierte Ribozym-Motiv ist 
luf CUGA-N-GA reduziert. 



Fig. 6: Basierend auf der in Fig. 5 dargestellten Moglichkeit 
15 ist eine amplif izierte Nukleinsaure (dicke Linie) mit dem 
minimalen Ribozym-Motiv gezeigt. Die Nukleinsaure Substrat- 
Sonde enthalt Reporter und Quencher an beiden Enden, sie 
konnen aber auch mit anderen Positionen verkniipft werden (vgl. 
Fig. 4 ) . 




Fig. 7: Basierend auf der in Fig. 3 dargestellten Moglichkeit 
enthalt der reverse Primer das Ribozym-Motiv. Oben ist das 
Hybrid zwischen primarer Target-Nukleinsaure und Primer ge- 
eigt . Die Position innerhalb der Target-Nukleinsaure und die 
.ange des Basenpaar-bildenden Streches kann variieren. Die 
resultierende amplif izierte Nukleinsaure mit dem vo.llstandigen 
Ribozym-Motiv ist unten gezeigt. 



Fig. 8: Basierend auf der in Fig. 3 dargestellten Moglichkeit 
30 enthalt der reverse Primer das Ribozym-Motiv in einer Aus- 
buchtung. Oben ist das Hybrid zwischen primarer Target-Nu- 
kleinsaure und Primer gezeigt. Die Position innerhalb der 
Target-Nukleinsaure und die Lange beider Basenpaar-bildenden 
Streches kann variieren. Die resultierende amplif izierte 
35 Nukleinsaure mit dem vollstandigen Ribozym-Motiv ist unten 
gezeigt . 



35 
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Fig. 9: Basierend auf der in Fig. 3 dargestellten Moglichkeit 
enthalt der reverse Primer das Ribozym-Motiv in einer Aus- 
buchtung, gefolgt von einem sehr kurzen 3 ' -terminalen basenge- 
paarten Abschnitt. Wie gezeigt ist, kann dieser Abschnitt mit 
5 dem Ribozym-Motiv uberlappen, und die Ausbuchtung kann so kurz 
sein, daJ3 sie nur ein Nukleotid umf afit . Oben ist das Hybrid 
zwischen primarer Target-Nukleinsaure und Primer gezeigt. Die 
Position innerhalb der Target-Nukleinsaure und die Lange 
beider Basenpaar-bildenden Streches kann variieren. Die resul- 
10 tierende amplif izierte Nukleinsaure mit dem vollstandigen 
Ribozym-Motiv ist unten gezeigt. 




-ig. 10: Basierend auf der in Fig. 2B dargestellten Moglich- 
keit enthalt der reverse Primer das Ribozym-Motiv in einer 
15 Ausbuchtung gefolgt von einer einzigen rA-T Basenpaarung mit 
der Target-Sequenz , Oben ist das Hybrid zwischen primarer 
Target-Nukleinsaure und Primer gezeigt. Die Position innerhalb 
der Target-Nukleinsaure und die Lange beider Basenpaar-bilden- 
den Streches kann variieren. Die resultierende amplif izierte 
20 Nukleinsaure mit dem vollstandigen Ribozym-Motiv ist unten 
gezeigt , 



Fig. 11: Entspricht der in Fig. 10 dargestellten Moglichkeit. 
er enthalt die Target-Sequenz jedoch bereits einen langeren 
retch des Ribozym-Motivs (oder, wie gezeigt, des vollstandi- 
gen Motivs ) . 



Fig. 12: Beispielhaf te Struktur enes DNAzyms (= katalytische 
DNA) . Das Substrat kann entweder vollstandig RNA sein, Oder es 
30 mufi ein Minimum an rA vorhanden sein. 

Fig. 13: Beispielhaf te Struktur eines weiteren DNAzyms. Das 
Substrat kann entweder vollstandig RNA sein, oder es muB ein 
Minimum an rRrY vorhanden sein. 



Fig, 14: Entspricht Fig. 10, wobei der Primer den iiberwiegen- 
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den Teil des NAzym-Motivs (des katalytischen Nukleinsaure- 
Motivs ) enthalt und nur die zwei letzten Nukleotide fehlen. 
Gezeigt ist hier eine Moglichkeit basierend auf "Prototyp A". 
Fiir "Prototyp B" ermoglicht das Vorliegen langerer Motive 
(z.B. TCGTTG statt TCGT) ein deletierteres Motiv im Primer 
einzusetzen, wobei das 3'-tenninale ACGA im elongierten Primer 
durch die Target-Sequenz geliefert wird. 

Fig. 15: Beispiel fiir eine universelle Ribozym-Sonde . 

Fig. 16: Beispiel fiir eine HIV Ribozym-Sonde. 




ig. 17: A-C: Fiir die erf indungsgemafie Echtzeitdetektion als 
Reporter/Quencher geeignete Farbstoffe 



BEISPIELE 
Material : 

Die im Rahmen der Erfindung eingesetzten Primer lind Sonden 
sind auf dem Fachmann gelaufigem Wege erhaltlich, wie z.B. 
durch Oligonukleotidsynthese . 



Beispiel 1 

<g) 

NASBA -Reaktion in Kombination mit Ribozym-abhangiger Detek- 
tion: 

Alle Enzyme waren komerziell von Pharmacia erhaltlich, ausge- 
nommen AMV-Reverse Transkriptase , die von Seikagaku bezogen 
wurde . 



35 



23jil NASBA Reaktionsmischung, davon 5 )il aus der Aufreinigung 
nach Boom et al, (j. Clin. Microbiol. 28 (1990) 495-503) 
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(finale Konzentration in 25 |il Reaktionsmischung: 40 mM Tris, 
pH 8,5, 12 mM MgCl2, 42 mM KCl, 15 % v/v DMSO, 1 mM jedes dNTP, 
2 mM jedes NTP, 0 , 2 ^M Primer 1, 0,2 jiM Primer 2 und 0,1-0,5 
^jlM Substrat-Sonde) wurden bei 65 °C fiir 5 Minuten inkubiert um 
5 eine Destabilisation der Sekundarstrukturen in der RNA zu 
ermoglichen. AnschlieBend wurde fiir das Primer-Annealing auf 
41 °C abgekiihlt. Die Amplif ikation wurde durch Zugabe von 2 ^1 
Enzym-Mis Chung (0,1 \ig/\il BSA, 0,1 Einheiten RNase H, 4 0 
Einheiten T7 RNA Polymerase und 8 Einheiten AMV Reverse Trans- 
10 kriptase) gestartet. Die Reaktion wurde bei 41 fur 90 
^ Minuten inkubiert, Wahrend der Reaktion wurden die Fluores- 

^enzsignale im ABI Prism 7700 Sequence Detector gemessen. Als 
feporter/Quencher wurde die Koit±)ination FAM/TAMRA eingesetzt. 




Experiment A; 

Primer 1 : 5 ' -AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTG CTA TGT 

CAC TTC CCC TTG GTT CTC TCA-3 ' 

Primer 2 : 5 ' -GAA TCT CAT CAG TAG CGA GTG GGG GGA CAT CAA 

GCA GCC ATG CAA A- 3' 



ubstrat A: 5 ' -TAMRA-Tga auc gaa acg cga aag cgu cua gcg u- 
FAM-3 ' 



Experiment B ; 

30 Primer 1: 5 ' -AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTG CTA TGT 

CAC TTC CCC TTG GTT CTC TCA-3 ' 

Primer 2 : 5 ' -ACG TAG TTT CGG CCT TTC GGC CTC ATC AGC GTG 

CAG TGG GGG GAC ATC AAG CAG CCA TGC AAA-3 ' 

35 

Substrat B: 5 ' -TAMRA-Tac gua guc cgu gcu-FAM-3' 
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Quantif izieruna ; 

Zur quantitative]! Bestimmung der HIV-RNA warden 4 externe 
5 Kontrollen und 2 unbekannte Proben sowie 2 negative Kontrol- 
len, in die oben beschriebene Ainplif ikation eingesetzt, Mit- 
tels der Standards wurde eine Eichkurve erstellt, die Konzen- 
tration der Standards betrug: 

10 Ql ca* 1 000 000 Molekule (RNA) 

™^^^2 ca. 100 000 Molekule (RNA) 

ca. 10 00 0 Molekule (RNA) 

^^^4 ca. 1 000 Molekule (RNA) 

15 Die Experimente A und B fiihrten zu folgendeiti Ergebnis : Die im 
ABI PRISM 7700 gemessene Fluoreszenz des Reporterf arbstof f s 
FAM, nahm entsprechend der eingesetzten Menge an Target-Mole- 
kiil (RNA) zu. Es zeigte sich, daii nach t = 15 Minuten bei der 
hochsten eingesetzten Standard-Molekul-Menge der Schwellenwert 
fiir ein definiert positives Signal erreicht wurde (5 x 
Std.dev. des Backgrounds). Die weiteren Standards erreichten 
nach t = 20, 24 und 26 Minuten den entsprechenden Schwellen- 
wert. Die unbekannten Proben erreichten nach ca. t = 18 und 
= 23 Minuten ihren Schwellenwert. Anhand der mittels der 
andards erstellten Eichkurve ergab sich fiir die unbekannten 
Proben eine Molekulmenge von ca . 200 000 (t = 18) bzw. 15 000 
(t = 23). Die Negativkontrollen erreichten den Schwellenwert 
nicht. Dies zeigt, daJ3 eine Quantif izierung von Targetmolekii- 
len durch die hier beschriebene Technik moglich ist. 




Bei spiel 2 



35 



Universelle Erkennung beliebiger (full-size) ainplif izierter 
RNA-Targets (ribozyme motive in reverse primer) . Die entspre- 
chende "Universelle Ribozym-Sonde " wurde dem NASBA®-Amplif ika- 
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tionskit zugesetzt . 

An seinem 3 ' -Ende enthalt der reverse Primer die iibliche Tar- 
get-specif ische Sequenz (N) und zusatzlich an seinem 5'-Ende 
5 eine Sequenz, die fiir das allgemeine universelle Ribozym-Motiv 
codiert : 

5 ' -GCG TTT CGA TTC CNN NNN N . . . 

Das Transcript endet mit der Sequenz 
10 5'-...N NNN NNG GAA UCG AAA CGC 



e Ribozym-Sonde wies folgende Sequenz auf : 
'-GCG UC - U AGC* GGA AAC GCU ACU GAX GAG AUU CC (3 2-mer) 
- Spaltungsort 



Zwei Farbstoffe, 5 ' -Q and 3 ' -R (oder 3 ' -Q und 5'-R) waren mit 
den Enden verkniipft. 

Zur quantitativen Bestimmung der HIV-RNA wurden 4 externe 
20 Kontrollen und 2 unbekannte Proben sowie 2 negative Kontrol- 
len, in die oben beschriebene Amplif ikation eingesetzt. Mit- 
tels der Standards wurde eine Eichkurve erstellt, die Konzen- 
^ tration der Standards betrug : 



ca, 1 000 000 Molekule (RNA) 

Q2 ca. 100 000 Molekule (RNA) 

Q3 ca. 10 000 Molekule (RNA) 

Q4 ca. 1 000 Molekule (RNA) 

30 Das Experiment in Beispiel 2 fiihrte zu folgendem Ergebnis : Die 
im.ABI PRISM 7700 gemessene Fluoreszenz des Reporterf arbstof f s 
FAM, nahm entsprechend der eingesetzten Menge an Target-Mole- 
kiil (RNA) zu. Es zeigte sich, daB nach t = 12 Minuten bei der 
hochsten eingesetzten Standard-Molekiil-Menge der Schwellenwert 

35 fiir ein definiert positives Signal erreicht wurde (5 x 

Std.dev. des Backgrounds). Die weiteren Standards erreichten 
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nach t = 18, 22 und 25 Minuten den entsprechenden Schwellen- 
wert. Die unbekannten Proben erreichten nach ca . t = 18 und 
t = 23 Minuten ihren Schwellenwert . Anhand der mittels der 
Standards erstellten Eichkurve ergab sich fiir die unbekannten 
5 Proben eine Molekiilmenge von ca. 100 000 (t = 18) bzw* 8000 
(t = 23). Die Negativkontrollen erreichten den Schwellenwert 
nicht. Dies zeigt, daJ3 eine Quantif izierung von Targetmolekii- 
len durch die hier beschriebene Technik moglich ist. 

^0 Diese Beispiel-Sonde kann an einem oder beiden Enden durch 
^^J^ehr Basen-gepaarte Nukleotide verlangert sein. 

Beispiel 3 

15 

Spezifische Erkennung einer amplif izierten Target Sequenz : 
proximal zu einem der Primer. 

Das vorliegende spezifische Beispiele anhand einer NASBA - 
20 gestiitzten Detektion von HIV (entspr. USP 5,837,501) durch- 
gef iihrt . 

^ Amplif iziertes Segment der HIV-RNA: 

21^^ BataQaaaaacatcaaacaactatqcaaa ( c , t ) gttaaaagatactatcaatgaggaagc- 
tgcagaatgggacagggtacatccagtacatgcagggcctattccaccaggccagatgagLa-. 
aaaccaagqaaaaqtaacataqca 

(es ist nur ein Strang gezeigt, die Primer-Sequenzen sind 
30 unterstrichen) . Die proximale Sequenz ist ebenfalls hoch 
konserviert und schliefit den folgenden Abschnitt ein: 
aqcaactatcrGaaa ( c , t ) gttaaaaga 



35 



Der Vorwartsprimer zur Einfiihrung der T7 Promotor-Sequenz 
(Groi3buchstaben ) and 1 Punktmutation ( f ettgedruckter Groi5buch- 
stabe ) : 




AATTCTAATACGACTCACTATAGG GaatacyaaaaacatcaaacaaclsataGaaa 

Das Transkriptionsprodukt enthalt das GAAA Ribozym-Motiv, das 
mit der proxiinalen HIV-spezif ischen Sequenz verkniipft ist: 
5 GG GagcaQCtatq Gaaa ( c , t ) gttaaaaga - . , . 




Es kann insbesondere mit der komplementaren Ribozym-Sonde , 
entsprechend dem allgemeinen Versuchsprotokoll durchgefahrt 
werden - 

^ur quantitativen Bestimmung der HIV-RNA wurden 4 externa 
rontrollen und 2 unbekannte Proben sowie 2 negative Kontrol- 
len, in die oben beschriebene Amplif ikation eingesetzt. Mit- 
tels der Standards wurde eine Eichkurve erstellt, die Konzen- 
15 tration der Standards betrug: 

Ql ca, 1 000 000 Molekule (RNA) 

Q2 ca. 100 000 Molekule (RNA) 

Q3 ca. 10 000 Molekule (RNA) 

20 Q4 ca. 1 000 Molekule (RNA) 



Das Experiment in Beispiel 3 fiihrte zu folgendem Ergebnis : Die 
ABI PRISM 7700 gemessene Fluoreszenz des Reporterf arbstof f s 
, nahm entsprechend der eingesetzten Menge an Target-Mole- 
(RNA) zu. Es zeigte sich, dai3 nach t = 22 Minuten bei der 
hochsten eingesetzten Standard-Molekiil-Menge der Schwellenwert 
fiir ein definiert positives Signal erreicht wurde (5 x 
Std.dev. des Backgrounds). Die weiteren Standards erreichten 
nach t = 24, 28 und 3 3 Minuten den entsprechenden Schwellen- 
30 wert. Die unbekannten Proben erreichten nach ca. t = 18 und 
t = 23 Minuten ihren Schwellenwert. Anhand der mittels der 
Standards erstellten Eichkurve ergab sich fiir die unbekannten 
Proben eine Molekiilmenge von ca. 400 000 (t = 23) bzw, 10 000 
(t = 28). Die Negativkontrollen erreichten den Schwellenwert 
35 nicht. Dies zeigt, daJ3 eine Quantif izierung von Targetmolekii- 
len durch die hier beschriebene Technik moglich ist. 
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Beispiel 4 

5 GAAA in rRNA-Abschnitten zur spezifischen Detektion von 

Bakterien-Spezies * 

In den obigen Tabellen sind die wichtigsten, durch Lebens- 
mittel iibertragene Pathogene aufgefiihrt. 

•inzigartige Sequenzmotive (schattiert) liegen zwischen den 
bsitionen 110 and 7 00 (gemaB E, coli Numerierungs system) vor. 

Hoch-konservierte Primer zur 16S rRNA-Amplif ikation sind 
15 bekannt: llOf and 700r [Lane, D. J, (1991). 16S/23S rRNA 

sequencing. In: Nucleic acid techniques in bacterial systema- 
tics, E. Stackebrandt and M. Goodfellow, eds . (New York: 
Willey), pp. 115-175]. 

20 

Spezifischen Detektion von Sepsis-Erregern . 

den obigen Tabellen sind ferner die wichtigsten Sepsis-Erreger 
fgefiihrt. 

Einzigartige Sequenzmotive (schattiert), die erf indungsgemai3 
ausgenutzt werden konnen liegen zwischen den Positionen 110 and 
530 ( gemafi E. coli Numerierungssystem) vor. 

Hoch-konservierte Primer zur 16S rRNA-Amplif ikation sind bekannt: 
30 [Lane, D. J. (1991). 16S/23S rRNA sequencing. In: Nucleic acid 
techniques in bacterial systematics, E. Stackebrandt and M. 
Goodfellow, eds. (New York: Willey), pp. 115-175]. 



Die in der 16S rRNA enthaltenen Sequenzmotive konnen fiir die 
35 erf idungsgemafien Verfahren ausgenutzt werden, so daJ3 im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung auch Verfahren zum Nachweis von 
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Erregern, insbesondere von Sepsis-Erregern und Lebensmittel- 
keimen, und dafur vorgesehene Kits zur Verfiigung gestellt werden, 




*• 



Pa-bentanspiniche : 

Verfahren zur Amplif ikation und quantitativen Echtzeitde- 
tektion von Nukleinsauren , dadurch gekennzeichnet , dafi man 

a) einen Primer verwendet, an den eine Nukleinsaure-Se- 
quenz, vorzugsweise mit einer Lange von 1 bis 40 Nukl- 
eotiden, angehangt ist, der fiir das Sequenzmotiv 5'- 
GAAA-3' (Motiv A) im Transkript kodiert, wobei man 

b) die Amplif ikation in Gegenwart eines Uberschusses , vor- 
zugsweise in einer Konzentration von 50 bis 500 nM, ei- 
ner Nukleinsaure-Sonde, vorzugsweise mit einer Lange 
von 25 bis 6 0 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 5 0 
Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv 
B) enthalt, durchfiihrt, wobei an jedes Sondenmolekiil 
ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, und man 

c) die ursprungliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der 
Fluoreszenz wahrend der Amplif ikation bestimmt, wobei 
man die relative Konzentration »c^ei,t< nach folgender 
Formel bestimmt: 

wobei 

tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht und 

't^Ref. der fiir eine Ref erenz-Nukleinsaure bekannter Kon- 
zentration ab Beginn der Amplif ikation bis zum Errei- 
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Chen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen Zeit 
entspricht . 

Verfahren zur Amplif ikation und quantitativen Echtzeitde- 
tektion von Nukleinsauren , dadurch gekennzeichnet , dai3 man 

a) einen Primer verwendet, an den eine Nukleinsaure-Se- 
quenz, vorzugsweise mit einer Lange von 1 bis 4 0 Nu- 
kleotiden, angehangt ist, der fiir das Sequenzmotiv 5'- 
CUGANGA-3' (Motiv B) im Transkript kodiert, wobei man 

b) die Amplif ikation in Gegenwart eines Uberschusses , vor- 
zugsweise in einer Konzentration von 50 bis 500 nM, ei- 
ner Nukleinsaure-Sonde, vorzugsweise mit einer Lange 
von 25 bis 50 Nukleotiden (besonders bevorzugt etwa 50 
Nukleotide), die das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) 
enthalt, durchfiihrt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein 
Reporter-Moiekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, und man 

c) die urspriingliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der F- 
luoreszenz wahrend der Amplif ikation bestimmt, wobei 
man die relative Konzentration »c^^^^« nach folgender 
Formel bestimmt: 

wobei 

tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht und 

taef. fiir eine Ref erenz-Nukleinsaure bekannter Kon- 

zentration ab Beginn der Amplif ikation bis zum Errei- 
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Chen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen Zeit 
entspricht , 

Verfahren zur Amplif ikation und quantitativen Echtzeitdetek- 
tion einer das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) enthalten- 
den Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet , daB man 

a) die Sequenzen der verwendeten Primer so wahlt, dafi der 
Sequenzbereich der Nukleinsaure , der Motiv A enthalt, 
amplif iziert wird, wobei man 

b) die Amplif ikationin Gegenwart eines Uberschusses einer 
Nukleinsaure-Sonde, die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' 
(Motiv B) enthalt, durchfiihrt^ wobei an jedes Son- 
denmolekiil ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Mole- 
kul angehangt sind, und man 

c) die urspriingliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der 
Fluoreszenz wahrend der Amplif ikation bestiimnt, wobei 
man die relative Konzentration "C^^^.a nach folgender 
Formel bestimmt: 

wobei 

tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz-Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht und 

^Ref. der fiir eine Referenz-RNA bekannter Konzentration 
ab Beginn der Amplif ikation bis zum Erreichen des Fluo- 
reszenz-Schwellenwerts gemessenen Zeit entspricht. 

Verfahren zur Amplif ikation und zum quantitativen Nachweis 



einer das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 (Motiv B) enthaltenden 
Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet , dai3 man 

a) die Sequenzen der verwendeten Primer so wahlt, daJ3 der 
Sequenzbereich der Nukleinsaure , der Motiv B enthalt, 
amplifiziert wird, wobei man 

b) die Amplif ikation in Gegenwart eines Uberschusses einer 
Nukleinsaure-Sonde, die das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3' 
(Motiv A) enthalt, durchfiihrt, wobei an jedes Son- 
denmolekiil ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Mole- 
kiil angehangt sind, und man 

c) die urspriingliche Konzentration der Nukleinsaure in der 
Probe durch Messen der zeitabhangigen Anderung der 
Fluoreszenz wahrend der Amplif ikation bestimmt, wobei 
man die relative Konzentration "C^^^.w nach folgender 
Formel bestimmt: 

wobei 

tp der fiir die Probe ab Beginn der Amplif ikation bis zum 
Erreichen des Fluoreszenz -Schwellenwerts gemessenen 
Zeit entspricht und 

■^Ref. eine Referenz-RNA bekannter Konzentration 

ab Beginn der Amplif ikation bis zum Erreichen des Fluo- 
reszenz-Schwellenwerts gemessenen Zeit entspricht. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Nukleinsaure RNA, DNA Oder ein DNA/RNA- 
Chimar ist. 



Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekenn- 
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zeichnet, dafi die an den Primer angehangte Nukleinsaure- 
Sequenz eine Lange von 1 bis 40 Nukleotiden aufweist. 

7. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man die Nukleinsaure-Sonde in einer Konzen- 
tration von 50 bis 500 nM einsetzt. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 7,. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Nukleinsaure-Sonde eine Lange von 25 bis 
60 Nukleotiden, vorzugsweise etwa 50 Nukleotide, hat. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8 , dadurch gekenn- 
zeichnet, da/5 das Amplif ikationsverf ahren eine isothermes 
Oder cyclisches Amplif ikationsverf ahren ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daB das 
Amplif ikationsverf ahren aus der Gruppe bestehend aus NASBA , 
TMA, 3SR, Oder PGR ausgewahlt ist. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daJ3 man als Reporter einen Farbstoff aus der Gruppe be- 
stehend aus FAM, HEX, TET, ALEXA, Texas Red, Light Cycler 
Red, IRD 700, CY-7, IRD 41 oder La Jolla Blue und als 
Quencher einen Farbstoff aus der Gruppe bestehend aus TAMRA, 
CY-5, DABCYL, und LCR verwendet . 

12. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren , die das Sequenzmo- 
tiv 5'-GAAA-3' (Motiv A) enthalten, dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 man eine die Nukleinsaure enthaltende Probe mit einer 
Sonde in Kontakt bringt, die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' 
(Motiv B) enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein Repor- 
ter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt sind, wobei 
die Sonde eine zur Hybridisierung mit der nachzuweisenden 
Nukleinsaure geeignete Sequenz aufweist. 

13. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, die das Sequenzmo- 






tiv 5 ' -CUGANGA-3 ' (Motiv B) enthalten, bei dem man eine die 
Nukleinsaure enthaltende Probe mit einer Sonde in Kontakt 
bringt, die das Sequenzmotiv 5'-GAAA-3'' (Motiv A) enthalt, 
wobei an jedes Sondenmolekul ein Reporter-Molekiil und ein 
Quencher-Molekul angehangt sind, wobei die Sonde eine zur 
Hybridisierung mit der nachzuweisenden Nukleinsaure ge- 
eignete Sequenz aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet , 
dai3 die Nukleinsaure RNA, DNA oder ein DNA/RNA-Chimar ist. 

Verfahren nach den Anspriichen 12 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daii die an den Primer angehangte Nukleinsaure- 
Sequenz eine Lahge von 1 bis 40 Nukleotiden aufweist. 

Verfahren nach den Anspriichen 12 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dai3 die Nukleinsaure-Sonde eine Lange von 25 bis 
60 Nukleotiden, vorzugsweise etwa 50 Nukleotide, hat. 

Verfahren nach den Anspriichen 12 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man als Reporter einen Farbstoff aus der 
Gruppe bestehend aus FAM, HEX, TET, ALEXA, Texas Red, Light 
Cycler Red, IRD 700, CY-7, IRD 41 oder La Jolla Blue und als 
Quencher einen Farbstoff aus der Gruppe bestehend aus TAMRA, 
CY-5, DABCYL, und LCR verwendet . 

Kit zur Durchf iihrung des Verfahrens nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , daii er 

a) einen Amplif ikationsprimer , an den eine' Nukleinsaure- 
Sequenz angehangt ist, die fiir das Sequenzmotiv 5'- 
GAAA-3' im Transkript kodiert, 

b) einen weiteren Amplif ikationsprimer , 

c) Enzyme und Reagenzien zur Durchf iihrung der ^Pli^i^^~ 
tion 

d) eine Nukleinsaure-Sonde, die das Sequenzmotiv 5 ' -CU- 
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GANGA-3' enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein 
Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, sowie gegebenenf alls 
e) fur die Durchfiihrung der Reaktion erf orderliche Gerate 
und Hilfsmittel 

umf aflt . 

9. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet , dai3 er 

a) einen Amplif ikationsprimer , an den eine Nukleinsaure- 
Sequenz angehangt ist^. die fiir das Sequenzmotiv 5 ' -CU- 
GANGA-3' im Transkript kodiert, 

b) einen weiteren Amplif ikationsprimer , 

c) Enzyme und Reagenzien zur Durchfiihrung der ^P^if^^^" 
tion 

d) eine Nukleinsaure-Sonde , die das Sequenzmotiv 5 ' -GAAA- 
3' enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein Reporter- 
Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt sind, sowie 
gegebenenf alls 

e) fiir die Durchfiihrung der Reaktion erf orderliche Gerate 
und Hilfsmittel 

umfaBt. 

0. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 3, dadurch 
gekeimzeichnet , dafi er 



a) zwei Amplif ikationsprimer , 

b) Enzyme zur Durchfiihrung der Amplif ikation , 

c) eine Nukleinsaure-Sonde , die das Sequenzmotiv 5 ' -CU- 
GANGA-3' enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein 
Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil angehangt 
sind, sowie gegebenenf alls 

d) fiir die Durchfiihrung der. Reaktion erf orderliche Gerate 
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und Hilfsmittel 
iimfaBt. 

21. Kit 2ur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet , dafi er 

a) zwei Amplif ikationsprimer , 

b) Enzyme zur Durchfiihrung der Amplif ikation, 

c) eine Nukleinsaure-Sonde , die das Sequenzmotiv 5 ' -GAAA- 
3' enthalt, wobei an jedes Sondenmolekiil ein Reporter- 
Molekiil und ein Quencher-Molekul angehangt sind, sowie 

^ gegebenenf alls 

..d) . fiir die Durchfiihrung der Reaktion erf orderliche Gerate 
und Hilfsmittel 

umf ai3t . 

22. Kit nach den Anspriichen 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Nukleinsaure RNA., DNA oder ein DNA/RNA-Chimar ist. 

23. Kit nach den Anspriichen 18 bis 22, dadurch gekennzeichnet , 
daB die an den Primer angehangte Nukleinsaure-Sequenz eine 

^ Lange von 1 bis 4 0 Nukleotiden aufweist^ 

24. Kit nach den Anspriichen 18 bis 23, dadurch gekennzeichnet , 
dai3 man die Nukleinsaure-Sonde in einer Konzentration von 50 
bis 500 nM einsetzt. 

25- Kit nach den Anspriichen 18 bis 24, dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 die Nukleinsaure-Sonde eine Lange von 25 bis 60 Nukleo- 
tiden, vorzugsweise etwa 50 Nukleotide, hat. 

26. Kit nach den Anspriichen 18 bis 25, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Amplif ikationsverf ahren eine isothermes oder cycli- 
sches Amplif ikationsverf ahren ist. 
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7. Kit nach Anspruch 26, dadurch gekeiinzeichnet , daii das 
Amplif ikationsverf ahren aus der Gruppe bestehend aus NASBA®, 
TMA, 3SR, Oder PGR ausgewahlt ist. 

8. Kit nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet , dafi es ein Kit 
2ur Durchfuhrung einer NASBA® ist, wobei die Enzyme die 
Aktivitat von Reverse Transkriptase , T7 RNA Polymerase und 
RNase H aufweisen. 

9. Kit nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet , daB die Enzyme 
zur Durchfuhrung der NASBA® Reverse Transkriptase, T7 RNA 
Polymerase und RNase H sind. 

0 . Kit zur Durchfuhrung des Verf ahren nach einem der Anspriiche 
12 Oder 13, dadurch gekennzeichnet, daii er eine Sonde mit 
einer zur Hybridisierung mit der nachzuweisenden Nukleinsau- 
re geeignete Sequenz, die das Sequenzmotiv 5 ' -CUGANGA-3 ' 
(Motiv .B) Oder 5'-GAAA-3' (Motiv A) enthalt, wobei an jedes 
Sondenmolekiil ein Reporter-Molekiil und ein Quencher-Molekiil 
angehangt sind, sowie gegebenenf alls weitere zur Durch- 
fuhrung der Reaktion erf orderliche Gerate und Hilfsmittel 
umfa/it. 

. Kit nach den Anspriichen 18 bis 30, dadurch gekennzeichnet, 
der Reporter ein Farbstoff aus der Gruppe bestehend aus FAM, 
HEX, TET, ALEXA, Texas Red, Light Cycler Red, IRD 700, CY-7, 
IRD 41 Oder La Jolla Blue und der Quencher ein Farbstoff aus 
der Gruppe bestehend aus TAMRA, CY-5, DABCYL, und LCR ist. 



Zusammenf assiina 



Die vorliegende Patentanmeldung betrifft insbesondere Verfahren 
zur Amplif ikation und quantitativen Echtzeitdetektion von Nu- 
kleinsauren sowie Kits zur Durchfiihrung der Verfahren. 
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Chimarer Primer 
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DNA-zyme: Protype B 
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Universelle Ribozymprobe 
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R = FAM 
HEX 
TET 
ALEXA 

X = Pyridin-4-one 



Q = TAMRA 

CY-5 

DABCYL 

LCR 
etc. 



r = essentielle Ribonukleotide 



wichtig: keine (C,U)-A Dinukleotide im Loop 




X = Pyridin-4-one 

r = essentielle Ribonukleotide 

wichtig: keine (C,U)-A Dinukleotide im Loop 
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hanX 651 nm Xma^^f. 674 nm 
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HEX 



Afflox,A: 535 nm Amo,.£: 556 nm 



Texas Red 
Xflwiji: 583 nm X^f, 603 nm 



a a 



JOE 

Aflwx^; 527 nm A^^p 548 nm 



ilOX(6-KOX) 
ROX: A^j: 563 nm kmai.C' 595 nm 
6-ilOX: kftuttX 575 nm 602 nm 
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Itl 



/^ai.i: 521 ufn /-oM.f 536 nm 





A ( nm) 


E (nm) 


Feststof f e 


349 


448 


AMCA 


336 


490 


ADANS 


d Q 


D U J 


BUDIPY 4yj/oUJ 


505 


513 


BODIPY LF 


494 


515 


6-FAM, Fluorescein 


496 


516 


6-OREGON Green 488 


521 


536 


TET 


518 


543 


Rhodamin 6G (6-R6G} 


531 


545 


BODIPY FL Br2 


528 


547 


BODIPY R6G 


527 


548 


6 -JOE 


L 535 


552 


BODIPY 530/550 


1 535 


555 


HEX 


552 


565 


Cy3 


559 


569 


BODIPY 558/568 


542 


574 


BODIPY TMR 542/574 


546 


579 


5-TAMRA 


560 


580 


NED 


575 


602 


6-ROX 


583 


603 


TEXAS Red 


588 


616 


BODIPY TR 589/617 


c "3 r\ 
0 J U 


5 4 0 


Light Cycler RED 540 
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640 


BODIPY 630/650 


646 


650 


BODIPY 650/665 


651 


674 


Cy5 


700 


710 


Light Cycler Red 


1 ' 578 


703 


Cy 5.5 


f 685 


705 


IRD 7.00 


685 


705 


La Jolla Blue 


743 


767 


Cy 7 


787 


807 


IRD 41 



A = Absorption 
E = Emission 



